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RESUMEN 
La presente investigación abordó el proceso de biodegradación de suelos contaminados por 
TPH (hidrocarburos totales de petróleo), debido al grave impacto que este ocasiona en el medio 
ambiente, la difícil restauración y los altos costos de descontaminación. El objetivo principal de 
esta investigación fue evaluar la capacidad de remoción de TPH utilizando un sistema de biopilas 
con Trichoderma sp. y Bacillus pumilus. Para la extracción y cuantificación del TPH, se utilizaron 
las metodologías EPA’s 3540C SOXHLET EXTRACTION y 8015B NONHALOGENATED 
ORGANICS USING GC/FID respectivamente. Mediante una análisis estadístico se usó un DCA 
en arreglo factorial 32 y una prueba Tukey al 5% para evaluar el mejor de los tratamientos. De 
acuerdo con el análisis realizado se concluye que los porcentajes de remediación de TPH, para una 
concentración de 10000 ppm fueron: con Trichoderma sp. un porcentaje de remoción del 65,15% 
y con Bacillus pumilus un porcentaje del 50,68%. Por otra parte, para una concentración de 40000 
ppm, fueron: con Trichoderma sp. un porcentaje de remoción del 18,63% y con Bacillus pumilus 
un porcentaje del 18,67%, el mejor tratamiento con el mayor porcentaje de remoción es utilizando 
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ABSTRACT 
This research addressed the biodegradation process of soils contaminated by TPH (total 
petroleum hydrocarbons), because of the serious impact that this causes in the environment, the 
difficult restoration, and the high costs of decontamination. The main objective of this research 
was to evaluate the TPH removal capacity using a biopile system with Trichoderma sp. and 
Bacillus pumilus. For the extraction and quantification of TPH, the methodologies EPA's 3540C 
SOXHLET EXTRACTION were used and 8015B NONHALOGENATED ORGANICS USING 
GC / FID respectively. By means of a statistical analysis a DCA in factorial arrangement 32 and a 
Tukey test at 5% were used to evaluate the best of the treatments. According to the analysis carried 
out, it is concluded that the remediation percentages of TPH, for a concentration of 10,000 ppm 
they were: with Trichoderma sp. a removal percentage of 65.15% and with Bacillus pumilus a 
percentage of 50.68%. On the other hand, for a concentration of 40000 ppm, they were: with 
Trichoderma sp. a removal percentage of 18.63% and with Bacillus pumilus a percentage of 
18.67%, the best treatment with the highest percentage of removal is using Trichoderma sp. at a 







La contaminación por hidrocarburos ha sido estudiada desde un siglo atrás, debido al 
incremento y demanda de la obtención de petróleo en todo el mundo.  Eventos accidentales o 
provocados por la producción de petróleo costa afuera (off shore) y en el transporte de petróleo 
por medio marítimo (buques cisternas) fueron los principales actores de la contaminación de las 
fuentes hídricas. La contaminación de suelo debido a la producción de petróleo en tierra (on shore) 
causado por la explotación, almacenamiento y transporte hacia los puertos y refinerías también 
contribuye a la contaminación de la naturaleza terrestre (Zamora & Ramos, 2012).  
 
Al inicio de la década de los setenta el Ecuador permitió empezar la explotación y 
exportación de petróleo, favoreciendo al desarrollo económico del país por los altos precios del 
petróleo en el mercado mundial, por lo contrario, la extracción del petróleo en el Ecuador provocó 
innumerables desastres en la naturaleza (Eumed.net, 2004). 
 
En Ecuador, la entidad encargada de normar y regular los valores máximos permisibles del 
contenido de contaminantes en el suelo es el Ministerio del Ambiente (MAE). En el anexo 2 del 
libro VI del texto unificado de la legislación secundaria del MAE se norma la calidad ambiental 
del recurso suelo y los criterios de remediación para suelos contaminados (Ministerio del 
Ambiente, 2015). 
 
En 1946, Claude E. ZoBell reveló que varios microorganismos que se hallan distribuidos 
por la naturaleza, tienen la facultad de utilizar los hidrocarburos como fuente de energía y carbono 




La biodegradación se fundamenta en el concepto de que los microorganismos son capaces 
de procesar elementos del ambiente empleándolos para su crecimiento. Esta peculiaridad es el 
fundamento del principio de la biodegradación; utilizar microorganismos para que atrapen 
sustancias contaminadas del medio ambiente y convertirlas en sustancias no tóxica. Algunos 
microorganismos son excelentes degradadores de moléculas complejas (Capital Natural y Analisis 
CB, 2011). 
 
Entre las ventajas principales de la biodegradación podemos citar: bajos costos y la 
disposición de tecnologías más benéficas para el ambiente, por otra parte, las desventajas que se 
pueden mencionar son: el período de tratamiento es mayor y se requiere un suelo que favorezca el 
crecimiento de los microorganismos (Biorremediacion, 2012). 
 
A lo largo de la historia se han producido varios accidentes y eventos desfavorables para 
el medio ambiente debido a la explotación, almacenamiento, transporte y distribución de este 
recurso; para esto se debe tomar medidas preventivas, mitigantes y de respuesta inmediata ante 
desastres provocados por la utilización del petróleo (BBC, 2015). 
 
Los hidrocarburos en contacto con el suelo afectan las propiedades químicas y físicas 
como: el pH, pérdida de crecimiento de flora y fauna, textura y permeabilidad; además. Existen 
varios métodos para poder mitigar y solucionar estos problemas en áreas que han sido afectadas 
por hidrocarburos siendo una de las más importantes la biológica en cuanto aspectos económicos, 




Por otra parte, para tener mejores resultados en los tratamientos biológicos existen 
tecnologías que favorecen el funcionamiento de biodegradación de hidrocarburos como lo es el 
sistema de biopilas, esta tecnología puede degradar varios contaminantes orgánicos, pero se 
encuentran entre los mas estudiados los hidrocarburos totales de petróleo. Además, es una 
tecnología atractiva para los empresarios por que ha sido implementada con éxito en la limpieza 
de suelos contaminados con hidrocarburos y sus bajos costos de construcción (Delgadillos, 2018). 
 
La presente investigación se basa en un tratamiento biológico que degrada hidrocarburos 
totales de petróleo (TPH) presente en suelos contaminados, con el fin de identificar el porcentaje 
de degradación de TPH en cada tratamiento, verificando su mejor rendimiento en el proceso de 
biodegradación (Martinez, Perez, Pinto, Gurrola, & Osorio, 2011). 
La investigación busca solucionar problemas donde se presenten suelos contaminados con 
niveles bajos y altos de TPH, con la intención de cumplir con los niveles máximos permisibles por 







2.1. Objetivo General 
• Evaluar la capacidad de remoción de TPH utilizando un sistema de biopilas con 
Trichoderma sp. y Bacillus pumilus. 
2.2. Objetivos Específicos  
• Construir un sistema de biopila a escala de laboratorio adicionando Trichoderma 
sp. y Bacillus pumilus. 
• Determinar la capacidad de Trichoderma sp. y Bacillus pumilus para la 
biodegradación de TPH a concentraciones de 10000 y 40000 ppm. 
• Determinar el porcentaje de remoción de TPH aplicando un sistema de biopilas a 











3. MARCO TEÓRICO 
3.1. Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH)  
Es un término que permite explicar una variedad de compuestos químicos provenientes 
del petróleo y/o productos químicos mezclados, por lo tanto, el TPH se encuentra conformado por 
carbono e hidrógeno como los elementos más importantes (Method EPA 8015B, 2002). 
3.2. Metodología para Determinar TPH en Suelo 
Para la medición de TPH existen diferentes procedimientos analíticos entre los cuales se 
puede citar: la cromatografía de gases, el método gravimétrico y la espectroscopia infrarroja 
(espectroscopia IR). Además, se pueden obtener concentraciones diferentes gracias a los solventes 
que se aplican en cada procedimiento. Los métodos y etapas conocidos para determinar el TPH en 
suelo contaminado son: extracción, cuantificación y detección. (Servicios Analiticos Generales 
S.A.C, 2019).  
3.2.1. Extracción  
Este método puede ser de 3 tipos: agitación - centrifugación, soxhlet y microondas, cada 
una de estas depende del porcentaje de recuperación al momento de la extracción. 
En la Norma US EPA,  se menciona que el método de agitación y centrifugación, se basa 
en separar los sólidos presentes gracias a la acción del solvente, de igual manera para la extracción 
con el equipo soxhlet asegura un contacto directo con la muestra de suelo y del solvente de modo 




3.2.2. Separación  
La Norma US EPA indica que se puede separar en diferentes fracciones un extracto o 
muestra de suelo contaminada con hidrocarburo, permitiendo más rápida la lectura en este proceso, 
ya sea por cromatografía en columna o espectrometría de infrarrojo (Romero D. , 2010). 
3.2.3. Cuantificación  
Un análisis de separación y cuantificación se puede realizar mediante un equipo de 
cromatografía de gases, este método permite clasificar e identificar los TPH, pero tiene algunos 
inconvenientes en cuanto al costo y al tiempo del proceso. Para un posible análisis se necesita una 
extracción previa que en cierta medida implica costos en solventes, varios de estos son controlados 
por la Agencia Reguladora, puesto que son peligrosos para la persona que lo manipula. Para poder 
cuantificar siempre se diseña una curva de calibración que permite una relación de concentración 
con el área de bandas de absorción (Romero D. , 2010). 
3.3. Impacto de Hidrocarburos Totales de Petróleo al Ambiente 
Las concentraciones de TPH en los medios naturales y de origen antropogénico son 
responsables de impactos ambientales que provocan alteraciones y modificaciones en los 
ecosistemas, algunos de estos son: gases de efecto invernadero, derrame de petróleo y 
combustibles fósiles en el agua, afectación de toda la zona biótica y abiótica en el suelo (Hall, 
Tharakan, Hallock, Cleveland, & Jefferson, 2003). 
Los compuestos de TPH suelen disociarse en compuestos más simples dependiendo de su 
composición química, sin embargo, se pueden volatilizar y filtrarse llegando a varios sitios donde 
su afectación sea más extensa y producir una alteración que no puede ser remediada (U.S. 




3.3.1. Contaminación de Suelos por Hidrocarburos Totales de Petróleo 
En un suelo contaminado se producen varios procesos físico-químicos, que depende del 
hidrocarburo que fue derramado y las condiciones ambientales del sitio. Los TPH provocan una 
alta toxicidad que desfavorece la estructura de proteínas provocando una deshidratación y una 
desnaturalización de las células, por lo tanto, perjudican a los microorganismos que habitan en el 
suelo (Lopez, y otros, 2006).   
Los hidrocarburos totales de petróleo generan varios medios de afectación directa en el 
suelo como: cambios de pH y salinidad, disminución en la sujeción de nutrientes y humedad. La 
toxicidad de cada clase es diferente, pero los más tóxicos son los que tienen menor peso molecular 
(Velasquez, 2017). 
La contaminación en el suelo también produce consecuencias indirectas mismas que 
pueden causar efectos negativos en las plantas, ya que estas absorben los minerales del suelo, 
además debido a que los contaminantes son tóxicos estropean la estructura del suelo quienes 
pierden grandes cantidades de nutrientes y materia orgánica. En suelos productores, los 
contaminantes impiden la producción de siembra y cosecha perjudicando al ser humano a la parte 
social y económica de esta actividad (Velasquez, 2017). 
 
3.4. Legislación Ambiental 
La investigación toma como antecedentes al Texto Unificado de Legislación Secundaria 
de Medio Ambiente (TULSMA), libro VI, anexo 2 y el Reglamento Ambiental de Actividades 
Hidrocarburíferas (RAHOE), como normativas ambientales vigentes: 
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3.4.1. Texto Unificado de Legislación Secundaria de Medio Ambiente (TULSMA) 
El TULSMA LIBRO VI ANEXO 2 (2015), capítulo 4, contempla los requisitos de normas 
de aplicación, perspectivas de calidad del suelo y criterios de remediación.  
Los responsables de la contaminación al suelo producidos por: derramamientos, fugas, 
acopio, etc. Tendrá que proceder a la recuperación del sitio afectado, analizando los efectos y 
criterios de remediación de suelos contaminados, que dispone en la norma, además de un 
seguimiento de acciones de remediación hasta lograr los valores establecidos (TULSMA LIBRO 
VI ANEXO 2, 2015). 
En cuanto a los criterios de calidad de suelo y perspectivas de remediación se dispone de 
acuerdo al manejo del suelo (comercial, residencial, agrícola, e industrial), que comprende un 
propósito de evaluar los niveles máximos de contaminantes de los diferentes tipos de suelo en 
proceso de restauración (TULSMA LIBRO VI ANEXO 2, 2015). 
 
3.4.2. Regalmento Ambiental de Actividades Hidrocarburíferas (RAHOE) 
Según el Ministerio de Hidrocarburos (2010), RAHOE menciona en el capítulo XII los 
límites permisibles y el capítulo XIV sanciones y denuncias, de manera que los sujetos de control 
y sus operadoras, para liberar emisiones a la atmosfera, desechos sólidos y líquidos en el ambiente, 
se debe efectuar los límites máximos permisibles que se encuentran en los Anexos No. 1, 2 y 3 de 
esta norma, mediante el cual se establece el programa mínimo para el seguimiento interno 
ambiental y se informará a la Subsecretaría Ambiental acorde a la periodicidad dispuesta en el 
artículo 12 (Ministerio de Hidrocarburos , 2010). 
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Las infracciones que caen en objeto socio-ambiental, mientras se desarrollen las 
diligencias hidrocarburíferas: los representantes de control y protección ambiental son sometidas 
a conocimientos y resoluciones del Director de Hidrocarburos, estarán penados de acuerdo con el 
artículo 77 de la Ley de Hidrocarburos. También de una compensación por los perjuicios y daños 
producidos (Ministerio de Hidrocarburos , 2010). 
Tabla 1  











TPH mg/kg <2500 <4000 <1000 
Nota: Límites permisibles de TPH a consecuencia del uso del suelo en cada aspecto de la industria 




3.5.1. Definición  
La biodegradación es un proceso o técnica que utiliza microorganismos vivos o 
genéticamente modificados para convertir sustancias tóxicas en compuestos menos tóxicos o no 
tóxicos (Gooch JW, 2011).  Por lo tanto, por definición la biodegradación es una serie de pasos y 
técnicas las cuales se centran en la utilización de microorganismos como hongos, plantas y 
bacterias con el propósito de eliminar sustancias tóxicas introducidas por la actividad del hombre 
ya sea en agua o en suelo. 
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3.5.2. Mecanismos de Biodegradación (Sistemas de Biodegradación) 
En la actualidad existe un sin número de sistemas de biodegradación ya sean in situ y ex 
situ, los cuales se han ofertado en el mercado encaminados únicamente a la remediación de lugares 
contaminados; dentro de los contaminantes tratados con mayor periodicidad se hallan los TPH los 
cuales tienen resultados cuantitativos y con menores costos económicos. 
3.5.2.1.Fitorremediación. 
La Fitorremediación in situ ocupa un puesto importante para la biodegradación de suelos 
contaminados, se fundamenta en la composición de plantas y comunidades microbianas esta 
asociación es prometedora para la biodegradación ya sea de suelos y vías fluviales contaminados. 
Esta técnica tiene varias limitaciones una de ellas es la accesibilidad a la zona contaminada, sin 
embargo, la capacidad de las plantas para extraer las sustancias tóxicas es gracias a sus actividades 
degradantes por factores físicos y químicos asociados con las raíces (Harvey, Campanella, & 
Castro, 2002).  
3.5.2.2. Bioventing. 
La técnica de bioventing o también conocida como bioventilación es un procedimiento de 
remedición de suelos in situ. Consiste en suministrar oxígeno mediante la utilización de bombas, 
de esta manera se estimula el crecimiento microbiano incrementando las actividades de los 
microbios autóctonos. Para tener mejores resultados se modifican las condiciones del suelo 
añadiendo nutrientes y humedad consiguiendo una mejora en la biodegradación con el objetivo 




Esta práctica ha ganado popularidad en su utilización para la biodegradación de 
suelos contaminados especialmente en la restauración de sitios contaminado por sustancias 
petrolíferas in situ (Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 2016).  
3.5.2.3. Biosparging. 
El biosparging es una técnica de remediación in situ, es muy parecida a la bioventing que 
tienen como objetivo inyectar aire en suelos contaminados para la eliminación de toxinas, sin 
embargo, a diferencia del bioventing el aire se inyecta en zonas saturadas e insaturadas. El 
biosparging se ha manejado abundantemente en el tratamiento de acuíferos contaminados con 
productos del petróleo, especialmente diésel y queroseno (Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 
2016). 
3.5.2.4.Compostaje. 
El compostaje es un proceso de biodegradación ex situ donde los compuestos tóxicos 
orgánicos se biodegradan, se biotransforma o se estabilizan, los principales actores del proceso de 
compostaje son las baterías mesófilas y termófilas alcanzado altas temperaturas y eliminado los 
patógenos recuperando la calidad de suelos contaminados, esta metodología se usa principalmente 
en la recuperación de suelos contaminados ya sea por HAP’s (Hidrocarburos aromáticos 
policíclicos) y TPH (Alexander, Bloom, Hopwood, & Hull, 2000).  
3.5.2.5.Land Farming. 
El land farming es un proceso de biodegradación ex situ, en su gran mayoría, pero 
dependiendo del contexto de la situación se puede considerar con in situ. Esta técnica se considera 
una de las menos costosas debido a que es muy fácil de construir y por su mínimo uso de equipos 
para operar. El land farming consiste en que los suelos que contengan sustancias tóxicas como 
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hidrocarburos se ubiquen a una altura de 0.3 a 1.0 m, se adicionan nutrientes y se mezclan con 
regularidad (Kumar & Yadav, 2018). 
3.5.2.6.Biopilas. 
El sistema de biopilas es una técnica de remediación de suelos ex situ. Consiste en realizar 
montañas de suelos contaminados mezclados con agua y nutrientes además con la presencia de 
aireación donde las comunidades microbianas se estimulan, las biopilas se usan con mayor 
frecuencia en la remediación de hidrocarburos de petróleo (Kumar & Yadav, 2018).  
Cada vez está tecnología toma más valor al momento de mitigar la contaminación de los 
suelos, esto se debe a que tiene diferentes características particulares como son: la construcción y 
la rentabilidad. Permite una biodegradación efectiva donde la condición de los nutrientes, la 
temperatura y la aireación estén adecuadamente controlados (Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 
2016). 
Figura 1 
Sistemas de Biopila 
 
Nota: Tomado de (Kumar & Yadav, 2018). 
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Para el desempeño eficaz de las biopilas se debe tomar en cuenta una serie de criterios a 
seleccionar para su construcción como se indica la tabla 2. 
Tabla 2 
Selecciones de criterios para la aplicación de la tecnología  
Categoría Condición 
TPH ≤ 50,000 mg/kg 
Bacterias Heterótrofas ≥ 1,000 UFC/g en suelo 
seco 
pH 6 a 9 
Contenido de Humedad 70 a 95 % de capacidad de 
campo 
Bajo contenido de 
arcilla y limo 
Volumen de huecos del 
suelo ≥ 25% 
C:N:P:K 100:15:1:1 
Metales Tóxicos  ≤ 2,500 mg/kg 
Nota: Criterios recomendables para la utilización de la tecnología de biopilas. Tomado de (Naval Facilities 
Engineering Service Center Port Hueneme, California, 1996). 
3.5.3. Microorganismos para Biodegradación de Petróleo en Suelos 
La utilización de microorganismos para la biodegradación de suelos contaminados ha 
contribuido a gran escala a la implementación de esta tecnología. Según Higa y Parr (1994) los 
microorganismos eficientes consisten en cultivos mixtos de microorganismos beneficiosos que 
pueden ser de origen natural autóctonos, además las investigaciones han demostrado que la 
inoculación de estos microorganismos en el suelo puede mejorar la calidad y mitigar la 
contaminación. 
Los microorganismos eficientes residen en la elección de especies predominantes de 
bacterias y hongos donde la capacidad de degradación de las comunidades microbianas aumenta 
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la eficiencia de remediación transformando las sustancias tóxicas en menos tóxicas o la 
inexistencia de dichos compuestos (Dellagnezze, Gomes , & de Oliveira , 2018). 
3.5.3.1.Hongos Biodegradadores.  
Una nueva tecnología que atrae a la comunidad científica es la biodegradación mediante 
hongos, debido a las características que presentan estos microrganismos que cuentan con un 
sistema enzimático bien evolucionado que le permite crecer en cualquier medio, estos beneficios 
les otorgan las facilidades para degradar cualquier tipo de sustancias que pueden ser absorbidas y 
metabolizadas en sus células (Sardrood , Goltapeh , & Varma). 
Estas características evolutivas ayudan a la degradación de sustancias tóxicas que son 
tomadas como nuevas fuentes de energía, además se cree que los hongos son mejores que las 
bacterias en el contexto que pueden crecer en condiciones de estrés ambiental como: deficiencia 
de nutrientes y pH bajos, por lo tanto se espera que los hongos puedan sobrevivir en condiciones 
tóxicas que no serían tolerables para la mayoría de las bacterias (Sardrood , Goltapeh , & Varma). 
Se han encontrado muchos géneros de hongos que contienen especies capaces de 
metabolizar hidrocarburos y algunos de ellos pueden emplearse en la biodegradación de zonas 
contaminadas por petróleo. Estos géneros de hongos incluyen: Acremonium, Aspergillus, 
Aureobasidium, Cladosporium, Cephalosporium, Cunninghamella, Fusarium, Geotrichum, 
Gliocladium, Graphium, Hansenula, Mortierella, Paecilomyces, Penicillium, Rhodosporidium, 
Rhodotorula, Saccharomyces, Sphaeropsidales, Sporobolomyces, Torulopsis, Trichoderma y 
Trichosporon (Sardrood , Goltapeh , & Varma). 
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3.5.3.1.1. Trichoderma sp. 
El género Trichoderma fue explicado por primera vez en 1794 por Persoon 
posteriormente, Rifai hizo la primera asociación en especies agregadas que se maneja hasta la 
actualidad, siendo una especie de difícil identificación por presentar similitudes morfológicas. Son 
hongos saprofitos del suelo y de la madera con un crecimiento muy acelerado, las especies de este 
género se pueden encontrar con mucha facilidad en cualquier parte del globo terráqueo, pero 
abundan en sitios donde existe mayor cantidad de materia orgánica en descomposición (Martínez 
& Infante, 2013). 
Trichoderma sp. es un género de hongos filamentosos que residen en el suelo, son 
altamente resistentes a una variedad de tóxicos como metales pesados, compuestos 
organometálicos, efluentes de curtiembres, químicos nocivos como el cianuro y son capaces de 
resistir amplios intervalos de temperatura esto los convierte en un género fuerte para el proceso de 
mitigación de sustancias tóxicas (Tripathi, Singh, & Mishra, 2013).  
Las especies de Trichoderma sp. han sido reveladas como biocatalizadores capacitados 
para la degradación de contaminantes orgánicos incluyendo la biodegradación de suelos 
contaminados con el diésel (Andreolli, Lampis, & Brignoli, 2016). 
3.5.3.2.Bacterias Biodegradadoras.  
Las comunidades bacterianas son microorganismos más populares al momento de la 
degradación de hidrocarburos de petróleo y se consideran como los mayores degradadores de 
derrames de petróleo, tienen la capacidad de alimentarse exclusivamente de los hidrocarburos 
(Mahmoud & Bagy , 2018). 
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Existen un sinfín de bacterias degradadoras de petróleo aquí se mencionan algunas de 
ellas Yokenella sp., Alcaligenes spp., Roseomonas sp., Stenotrophomonas sp., Acinetobacter spp., 
Flavobacterium sp., Streptococcus sp., Providencia sp., Sphingobacterium sp., Capnocytophaga 
sp., Moraxella sp. y Bacillus sp., se les conoce como degradadores potenciales de hidrocarburos 
(Borah , 2018). 
3.5.3.2.1. Bacillus pumilus.  
B. pumilus es un microorganismo no patógeno que se halla ya sea en el suelo o agua; 
también conocido como la cepa QST 2808, además, es una bacteria formadora de esporas su forma 
es muy parecida a bastones el B. pumilus es una bacteria Gram positiva, aeróbica y posee actividad 
antifúngica y antibacteriana (Chamberlain & Chang, 2012). 
Según Patowary, Saikia, y Kalitam (2014). En su estudio demostró que el B. pumilus tiende 
a degradar un 84,44% de TPH a las cuatro semanas de incubación esta bacteria tiene la 
particularidad de producir biosurfactantes. 
Los biosurfactantes son moléculas antipáticas, esta sustancia reduce la tensión superficial, 
lo que lleva a una mayor biodisponibilidad y posterior a una biodegradación de los hidrocarburos 





4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Fase de Campo 
4.1.1. Georreferenciación de la Recolección del Suelo 
Se geo-referenció las coordenadas del sitio donde se extrajo el suelo, se tomó una cantidad 
de 35 kg, ubicado en la parroquia de Lloa, cantón Quito (Anexo A1).  
Tabla 3 
Coordenadas de recolección del suelo 
Longitud -0.240353 
Latitud -78.587314 
Altitud 3083 msnm 
Nota: Georreferenciación del lugar seleccionado para la recolección del suelo utilizando la App GPS 
altitud, 2020. 
Figura 2  
Mapa del lugar de la toma de muestra 
 




4.1.2. Obtención del Hidrocarburo 
El hidrocarburo se adquirió en la estación de servicio Primax ubicada en la Av. Eloy Alfaro 
y Alamos, la cantidad de la compra fue de un galón de diésel. 
4.2. Fase de Laboratorio  
4.2.1. Construcción de Biopilas 
Para la construcción de las biopilas se necesitó, dos planchas de tabla triplex de 12 mm, 
una libra de clavos, un tarro de cola de goma y seis metros de plástico de color negro. 
Las dimensiones de las biopilas fueron de 25 cm de largo por 30 cm de ancho y una altura 
de 15 cm, además cada biopila se forró con una capa plástica de color negro para preservar la 
integridad de cada caja de madera, cada caja fue diseñada con una pendiente de 2,5% con una 
tolerancia de  0,5% para facilitar el escurrimiento de los lixiviados. 
4.2.2. Caracterización del Suelo 
Previamente a la caracterización del suelo y la esterilización del mismo se tamizó por una 
malla de tamaño de 4mm para retirar objetos de mayor tamaño como: ramas, piedras y raíces 
(Anexo A2). 
4.2.2.1.Textura. 
Se determinó la textura por medio del equipo de tamizado, para lo cual se pesó previamente 
en una balanza granataria los tamices lavados y secados. Posteriormente se colocó los tamices en 
el equipo de mayor a menor (1.00mm, 500m, 250m, 150m, 63m, 53m y 38m) hasta 
completar los 8 tamices, se dispuso de 200g de muestra de suelo seco, que fue colocada en el 
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primer tamiz, se cubrió y se sujetó, se revisó que todos los tamices se encuentren en orden y 
alineados, se encendió el equipo por 1 minuto. 
Luego se retiró cada tamiz, se procedió a pesar cada uno y anotar el peso de cada recipiente. 
Por último, se midió el porcentaje de cada porción y se estableció el tamaño de partículas, la textura 
y tipo de suelo de la muestra con la ayuda del diagrama textural de la USDA donde se encuentra 
representado por el triángulo textural (Anexo A3).  
Figura 3  
Triángulo textural 
 
Nota: Triángulo de las clases texturales del suelo. Tomado de (SSDS, 1993). 
 
4.2.2.2.Porcentaje de Peso Húmedo y de Materia Orgánica. 
Para la determinación de estos dos parámetros se tomó una muestra de100g de suelo. Se 
pesó 5 crisoles utilizando una balanza analítica añadiendo una cantidad de 20g por cada crisol y se 
volvió a pesar. Los crisoles fueron introducidos a un horno a 105 °C por 24 horas, luego se retiró 
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del horno y se llevaron al desecador por 15 minutos. Finalmente se pesaron los crisoles y se 
estableció el porcentaje de peso húmedo utilizando la siguiente ecuación. 
 




Ecuación 1 Porcentaje de humedad del suelo fuente: (Rodríguez & Ana, 2015). 
 
Dónde: P1= Peso del crisol (g), P2= Peso del crisol más suelo húmedo (g), P3= Peso del 
crisol más suelo seco (g) y P4= Peso del crisol más ceniza (g).   
Para determinar la materia orgánica se continuo con el proceso donde se colocaron los 5 
crisoles a la estufa con una temperatura de 400 °C durante 16 horas aproximadamente enseguida 
se llevaron al desecador donde permanecieron durante una hora y finalmente se volvió a pesar, se 
utilizó la siguiente ecuación para obtener el porcentaje de materia orgánica (Anexos A4).  




Ecuación 2 Porcentaje de materia orgánica del suelo fuente: (Rodríguez & Ana, 2015). 
 
4.2.3. Esterilización del Suelo 
Se realizó la esterilización de las muestras de suelo en un autoclave vertical con una 
temperatura de 121 °C a una presión de 105 kPa y durante un periodo de tiempo de 15 minutos, 




4.2.4. Instalación del Ensayo 
El sitio, previo a realizar el ensayo, se desinfecto con cloro al 5% y se cubrió de plástico 
negro, esta acción se la realizó con el fin que no existiera ningún tipo de contaminación para el 
ensayo (Anexo A6). 
4.2.4.1.Preparación del Suelo y Adición del Hidrocarburo (Diésel). 
Para poder determinar la cantidad de diésel que se empleó en los diferentes tratamientos y 
sus concentraciones se partió desde la concentración que se quería obtener, es decir, para los 
tratamientos de 10000 ppm y 40000 ppm se trasformó a mg/kg, se procedió hacer una regla de tres 
como se detalla en el siguiente ejemplo. 
10000 𝑝𝑝𝑚 = 10000 𝑚𝑔/𝑘𝑔   
10000 𝑚𝑔(𝑑𝑖𝑒𝑠𝑒𝑙)
𝑥
                              
1 𝑘𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 
17,5 𝑘𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜
  𝑝𝑜𝑟 𝑙𝑜 𝑡𝑎𝑛𝑡𝑜, 
𝑥 =
10000 𝑚𝑔 (𝑑𝑖é𝑠𝑒𝑙) × 17,5 𝑘𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜
1 𝑘𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 
= 175000 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑑𝑖é𝑠𝑒𝑙. 
Para preparar las muestras contaminadas de suelo se mezcló 17.5 kg de suelo esterilizado 
y 175 g de diésel para alcanzar una concentración de 10000 ppm por otra parte, para la obtención 
de una concentración de 40000 ppm se agregó 700 g de diésel en 17.5 kg de suelo esterilizado 
sobre un plástico negro previamente desinfectado (Anexo A7). 
4.2.4.2. Inoculación de los Microorganismos. 
En cada caja de madera se pesó 2.5 kg de suelo utilizando una balanza y se agregó 100 ml 
Trichoderma sp. y 100 ml de B. pumilus en los diferentes tratamientos, para esta medición se usó 
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un frasco Erlenmeyer de 400 ml y se procedió a mezclar el suelo contaminado con diésel y el 
microrganismo (Anexo A8). 
4.2.4.3.Tratamiento del Ensayo. 
En las siguientes tablas se explica los diferentes tratamientos con sus concentraciones y 
dosis.  
Tabla 4 
Concentraciones para los diferentes tratamientos  
Concentraciones 















Nota: Tabla de concentraciones del contaminante (diésel) en los diferentes tratamientos del ensayo. Fuente (Los 
Autores, 2020). 
Tabla 5 
Tratamiento del ensayo 
Tratamientos Descripción 
T1 Concentración 10000 ppm sin microorganismos 
T2 Concentración 40000 ppm sin microorganismos 
T3 Concentración 10000 ppm con Trichoderma sp. 
T4 Concentración 40000 ppm con Trichoderma sp. 
T5 Concentración 10000 ppm con Bacillus pumilus 
T6 Concentración 40000 ppm con Bacillus pumilus 
Nota: Tabla de la descripción de los diferentes tratamientos del ensayo. Fuente (Los Autores, 2020). 
4.2.4.4.Disposición del Tratamiento.  
En la ilustración 4 se puede observar cómo se dispuso los diferentes tratamientos y la 
nomenclatura que se utilizó para identificarlo. 
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Figura 4  
Esquema experimental de las 14 cajas de los tratamientos 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
 
4.2.5. Medición de Parámetros Físico-Químicos 
Se determinó el pH y temperatura, utilizando el equipo SG2-SevenGo pH metro medidor 
portátil (Mettler Toledo), estas mediciones se realizaron en el lugar donde se efectuó el ensayo, 
adicionalmente para medir el pH se tomó 20 g de suelo de cada caja, se vertió en un recipiente con 
agua destilada. Esto se realizó cada dos días durante un periodo de tiempo de 30 días. (Anexo A9). 
4.2.6. Análisis del TPH (Hidrocarburos Totales de Petróleo)  
Para poder determinar los TPH se tomó como guía referencial la metodología EPA 
(Agencia de Protección Ambiental) 3540C SOXHLET EXTRACTION que se utilizó para la 
extracción de los TPH de las muestras del suelo y el método EPA 8015B NONHALOGENATED 
ORGANICS USING GC/FID que se empleó para cuantificar la concentración de los TPH en el 
cromatógrafo de gases. 
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4.2.6.1.Extracción de TPH de las Muestras de Suelo. 
El método 3540C SOXHLET EXTRACTION se aplicó para poder aislar y concentrar los 
TPH presentes en el suelo y que se encuentran en contacto con el disolvente de extracción (hexano) 
de las muestras de suelo. A continuación, se detalla el procedimiento (Anexo A10). 
1. Pesar 10g de anhídrido sulfato de sodio y secar a 400 °C en la mufla por 4 
horas. 
2. Mezclar 10g de anhídrido sulfato de sodio seco con 10g de muestra de suelo 
y colocar en el papel filtro en forma de dedal. 
3. El papel filtro en forma de dedal con la muestra se coloca en el extractor 
soxhlet.  
4. Colocar aproximadamente 300ml de hexano en un matraz de 500ml. 
5. Conectar el matraz al extractor soxhlet en una heating mantle (manta 
calefactora) a una temperatura de 69-70 °C que es el punto de ebullición del 
hexano durante 24 horas. 
6. Dejar enfriar aproximadamente por 10 minutos y pasar al rota vapor con 
una temperatura de 70 °C aproximadamente para su posterior destilación. 
7. Cuando la muestra alcance alrededor de 3-2ml en el rota vapor retirarla y 
dejar enfriar por 10 minutos. 
8. Transferir en un vial de 2ml con tapa rosca revestido de PTFE la muestra 






Figura 5  
Esquema del procedimiento de extracción de TPH basado en el método 3540C 
SOXHLET EXTRACTION 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
 
4.2.6.2.Análisis Cuantitativo de TPH de las Muestras de Suelo. 
El método EPA 8015B NONHALOGENATED ORGANICS USING GC/FID se utilizó 
como guía para poder cuantificar la concentración de TPH de las muestras de suelo, el equipo que 
se empleo es un cromatógrafo de gases CG-AGELENT 6890 del laboratorio CTASCAL (Centro 
de Tecnología y Aseguramiento de Calidad Analítica). 
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Este equipo está provisto de un detector de ionización de flama (FID) con una columna 
capilar PONA (Crrosslinked methyl silicona gum); tiene las siguientes dimensiones 30m  320m 
 0.5m con la capacidad de soportar una temperatura máxima de 310 °C para la separación de 
los TPH. 
Como primer paso se realizó una solución stock de 100mg/ml, en un matraz aforado de 
50ml donde se pesó 5g aproximadamente de diésel en 50 ml de hexano (disolvente), a partir de la 
solución stock se preparó cinco niveles de concentraciones conocidas de: 2mg/ml, 5mg/ml, 
10mg/ml, 25mg/ml y 50mg/ml. Se realizó la curva de calibración (Anexo A11) para poder 
extrapolar y obtener la concentración de TPH utilizando el área bajo la curva de los picos 
resultantes con la ayuda de la ecuación de la recta (ecuación 3)  permitiendo estimar la 
concentración de los hidrocarburos totales de petróleo en mg/ml. 
𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 
Ecuación 3 Ecuación de la recta. 
 
Donde: y = concentración de TPH en mg/ml; m = pendiente de la recta; x = área 
bajo la curva de los picos detectados y b = punto en el cual la recta corta en el eje de las 
ordenadas. 
Para la obtención de la concentración de los TPH en el suelo en mg/kg, se consideró el 
volumen del disolvente (hexano en litros) en el que fueron solubilizados los contaminantes y la 








𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑑𝑎 ×  𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 
𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 
 
Ecuación 4 Determinación de la concentración de la muestra en mg/kg fuente: (Méndez , 2011). 
 
Las condiciones de trabajo se desarrollaron de acuerdo a la metodología EPA 8015B 
NONHALOGENATED ORGANICS USING GC/FID que se detalla en la siguiente tabla. 
Tabla 6 
Condiciones ideales para el desarrollo cromatográfico  
Temperatura del inyector 200 °C 
Temperatura del detector 340 °C 
Flujo total 33.4 ml/min Split ratio 30:1 
Split flow 29.2 ml/min 
Gas detector H2: Air: N2 (40:400:30 ml/min) 
Volumen de inyección  1l 
Tiempo de corrida 34 min 
Programa de temperatura 
Temperatura inicial 45 °C durante 3 min 
Programa  45 °C hasta 275 °C con una velocidad de 
12 °C/min 
Temperatura final 275 °C durante 12 min 
 
Con estas condiciones de trabajo se procedió a inyectar el hexano para la limpieza de la 
columna y de igual manera para validar que no exista ninguna interferencia de otros materiales 
presentes en la columna como se ve en la ilustración 6, luego de la validación se procedió a inyectar 
las muestras que se utilizaron para la elaboración de la curva de calibración y finalmente las 
muestras de estudio. El software utilizado para la lectura de los cromatogramas fue el programa 
TotalChrom Navigator-Hp5890 versión 6.3.1 (Anexo A11). 
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Figura 6  
Cromatograma de Hexano 
 
Nota: Tomado de  (TotalChrom Navigator- Hp5890 versión 6.3.1). 
  
4.2.7. Diseño Experimental 
Previamente esterilizado y contaminado con diésel se probó el efecto de las 
concentraciones de TPH de 10000 ppm y 40000 ppm en tres tratamientos:    A = tratamiento 1 
(Trichoderma sp. + diésel), B = tratamiento 2 (B. pumilus + diésel) y C = tratamiento 3 (Sin 
microorganismos + diésel), con el objetivo de encontrar el mejor tratamiento de la reducción de 
TPH.  
Las unidades experimentales se dispusieron en un diseño factorial 32 dividida en DCA 






Diseño experimental  
DATOS DETALLE 
Diseño Factorial 32 DCA 
Unidades Experimentales 14 
Concentraciones 2  
Tratamientos 3 
Repeticiones 3 
Nota: Tabla de las características del diseño experimental. Fuente (Los Autores, 2020). 
 
4.2.7.1.Análisis Estadístico. 
Se utilizó el programa estadístico Minitab (Software Estadístico) en el cual se realizó un 
ANOVA (Análisis de la varianza) en un arreglo factorial 32, además una prueba Tukey al 5% 










5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
5.1. Caracterización del Suelo 
Basados en la metodología como resultados de la textura, porcentaje de humedad y 
materia orgánica se obtuvo que el tipo de suelo que se utilizó en el presente trabajo experimental 
es de tipo arcilloso con un porcentaje de humedad del 14,11% y de materia orgánica del 5,69%. 
5.2. Análisis Físico-Químico 
Para los análisis físico-químicos se analizó la temperatura y el pH durante el periodo de 
tiempo de la investigación.  
5.2.1. Temperatura 
Tabla 8 
Temperatura de cada tratamiento [°C]  
 
Nota: Temperatura en [°C] durante el periodo de tiempo del ensayo. Fuente (Los Autores, 2020). 
 
Como se observa en la tabla 8 la temperatura durante los 30 días se mantuvo a 18.65 °C 
0.68  para los tratamientos de concentración de 10000 ppm y de 18,70 °C 0.65 para los 
tratamientos de 40000 ppm. 
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Las temperaturas promedio de cada tratamiento no son las adecuadas como menciona 
Ponce (2014), generalmente las condiciones para microorganismos mesófilos se encuentran entre 
20 y 30°C al no estar en este rango establecido la biodegradación se da mas lenta.  
La biodegradación se ve afectada debido a la disminución de la velocidad de reacción y 
con esto se ve alterado la actividad microbiana, al no estar en el rango óptimo de temperaturas 
(20°C – 30°C) como menciona Ponce (2014), pero si se encuentra en el rango de preferencia (15°C 
– 30 °C) de acuerdo a Wayens (2004). 
La actividad microbiana también influye relativamente en el proceso de biodegradación, 
esto se debe a que la temperatura promedio del ensayo se encuentra entre 18,65 °C y 18,70 °C se 
habla de una temperatura baja y esto produce una pérdida de actividad microbiana disminuyendo 
el tiempo de la biodegradación, como menciona Ramos y Zuñiga (2008) demuestra que al 




pH de cada tratamiento  
 




Como se detalla en la tabla 9 el pH no tiene valores significativos, ya que no dispone de 
cambios imprevistos que lleve a desarrollar un análisis estadístico. 
La poca variación de pH en algunas semanas se debe a la liberación de los compuestos 
del hidrocarburo (Diésel) en el suelo, cambiando sus propiedades y permitiendo que los 
microorganismos tanto de Trichoderma sp. y Bacillus pumilus empiecen a degradar y de igual 
forma comiencen acoplarse al sitio. 
Por otra parte, Según Hernandez, San Martin y Hernandez (2019) menciona que el pH 
promedio para un trabajo de metabolismo del Bacillus pumilus varía entre 5 a 6 y lo que señala 
Singh y otros (2014), el pH promedio para un trabajo de metabolismo del Trichoderma sp. varía 
entre 6,6 a 6,8.  
Según Britton (1984)  menciona que el pH del suelo varía por la acidificación del proceso 
de degradación de los derivados de los compuestos del hidrocarburo. También menciona Muñoz 
(2016) que se pudo dar por la libertad de los compuestos hidrocarburíferos del suelo utilizado y la 
carga microbiana por la cual se realizó el ensayo. Dibble y Bartha (1976) mencionan que el pH 
óptimo establecido para el proceso de biodegradación es (pH 6 a 7), Los dos microorganismos 
tanto Trichoderma sp. y Bacillus pumilus se encuentran en el rango de pH adecuado 
respectivamente con esto podemos verificar que los tratamientos se encuentran en los rangos 
permitidos para una degradación en el suelo por el hidrocarburo según Borguer (1976). 
5.3. Análisis Cuantitativo de TPH en las Muestras de Suelo  
5.3.1. Identificación de Picos 
Para poder determinar la concentración de TPH se inyectó los estándares, donde se 
identificaron claramente 24 picos en el cromatograma en el cual la suma de las áreas bajo la curva 
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de estos 24 picos es la concentración de TPH como se aprecia en la ilustración 7, también se utilizó 
para la determinación de los tiempos de retención como se observa en la tabla 10. 
Figura 7  
Cromatograma del estándar de diésel de 25mg/ml 
  
Nota: El presente cromatograma se puede observar los 24 picos representativos de TPH, donde la 

















Tiempos de retención de los 24 picos de los TPH de los estándares del método 
desarrollado 










1 9,164 320683,33 13 17,029 388989,24 
2 10,582 438009,14 14 17,089 383097,12 
3 11,855 604398,58 15 17,901 340183,28 
4 12,023 213326,14 16 17,996 360084,08 
5 12,714 447661,05 17 18,735 307933,97 
6 13,025 445531,68 18 19,531 343538,54 
7 13,867 238155,72 19 20,292 266496,02 
8 14,116 636466,75 20 21,022 280233,05 
9 14,759 329340,04 21 21,719 190244,08 
10 15,141 655153,85 22 22,394 151897,28 
11 16,108 492492,95 23 23,111 103892,59 
12 16,563 292728,29 24 23,907 45956,61 
Nota: Tabla de los tiempos de retención de los 24 picos obtenidos en los cromatogramas de los estándares 
y las áreas de bajo la curva. Fuente (Los Autores, 2020). 
5.3.2. Resultados Obtenidos de la Cuantificación de los TPH Utilizando el Cromatógrafo de 
Gases. 
Para poder cuantificar los TPH se elaboró la curva de calibración como primer paso en la 
cual se utilizó los cinco estándares de concentraciones conocidas de 2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 
25mg/ml y 50mg/ml, a partir de los datos de la tabla 11 donde se muestra en el eje de las abscisas 
la concentración de los estándares y en el eje de las ordenadas la suma de las áreas de los 24 picos 




Como resultado de la curva de calibración se obtuvo un R2 de 0,9995 una pendiente de 
324123 y un valor b de 50888 como se puede ver en la ilustración 8. 
Tabla 11 
Correspondencia lineal entre la concentración y el área  
Curva de Calibración 
Nº 
Eje de las “X” 
Concentración en [mg/ml] 
Eje de las “Y”                  
[uV/s] 
1 2,01456 750350,03 
2 5,0364 1421497,23 
3 10,0728 3112713,44 
4 25,182 8276493,37 
5 50,364 16220890,01 
Nota: Tabla de correspondencia lineal entre la concentración y la suma del área los 24 picos de 
cada concentración. Fuente (Los Autores, 2020). 
 
Figura 8  
Curva de calibración para la determinación de la concentración de TPH 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
 






















CURVA DE CALIBRACIÓN DE TPH
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El coeficiente de correlación de la curva de calibración para este ensayo fue de  0.9995 y 
debe ser mayor a 0.999 según Romero (2010), esto comprueba que el ajuste a la función lineal es 
apropiado para la relación absorbancia-concentración.  
Una vez que se obtuvo la curva de calibración se realizó la determinación de TPH de los 
diferentes tratamientos, en las siguientes ilustraciones se puede apreciar algunos cromatogramas.  
Figura 9  
Cromatograma de la muestra A11 (1) del tratamiento de 10000 ppm con Trichoderma 
sp. 
 








Figura 10  
Cromatograma de la muestra B11 (1) del tratamiento de 10000 ppm con B. pumilus 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
Figura 11  
Cromatograma de la muestra B13 (1) del tratamiento de 10000 ppm con B. pumilus 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
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Como se observa en las tablas 12 y 13 se determinó las concentraciones de TPH para cada 
uno de los tratamientos y concentraciones, en los que se utilizó la ecuación 3 que hace referencia 
a la curva de calibración para la extrapolación de la concentración de las muestras en mg/ml y la 
ecuación 4 para la concentración de la muestra en mg/kg, algunos reportes cromatográficos de los 
tratamientos, testigos y concentraciones iniciales están en el Anexo B2. 
Tabla 12 
Muestras con tratamiento de concentración de 10000 ppm  
Nº Muestra 
Área                        









1 Ci 10000 (1) 4533779,41 14,14 9194,14 
9464,16 2 Ci 10000 (2) 7086486,17 22,02 9909,26 
3 Ci 10000 (3) 5423292 16,89 9289,06 
4 T1 (1) 3984609,51 12,45 9960,41 
9460,83 5 T1 (2) 5909946,95 18,39 9195,33 
6 T1 (3) 4933447,84 15,38 9226,75 
7 A11 (1) 2040260,24 6,45 3225,86 
2936,26 8 A11 (2) 1923174,76 6,09 3045,24 
9 A11 (3) 1594166,7 5,08 2537,70 
10 A12 (1) 2639599,82 8,30 4150,41 
3040,36 11 A12 (2) 2293628,12 7,23 3616,71 
12 A12 (3) 826817,83 2,71 1353,97 
13 A13 (1) 2681529,05 8,43 4215,09 
3917,60 14 A13 (2) 3164071,62 9,92 4959,47 
15 A13 (3) 1620431,77 5,16 2578,22 
16 B11 (1) 4530332,44 14,13 4240,26 
4116,16 17 B11 (2) 6264872,38 19,49 3897,14 
18 B11 (3) 2678919,52 8,42 4211,07 
19 B12 (1) 10102777 31,33 6265,32 
4530,62 20 B12 (2) 3326334,4 10,42 4167,83 
21 B12 (3) 1996745,07 6,32 3158,73 
22 B13 (1) 3261814,77 10,22 5110,26 
5355,83 23 B13 (2) 4323386,09 13,50 6747,86 
24 B13 (3) 2677824,56 8,42 4209,38 
Nota: Tabla de las muestras con tratamiento de concentración de 10000 ppm donde se determina la 




Muestras con tratamiento de concentración de 40000 ppm  
Nº Muestra 
Área Y  
[uV/s] Factor 
de Dilución 5 
Área                        










1 Ci 40000 (1) 8654979,93 43274899,7 133,67 40101,25 
39693,41 
 
2 Ci 40000 (2) 12987138,02 64935690,1 200,50 40099,95  
3 Ci 40000 (3) 12591411,79 62957059 194,40 38879,03  
4 T2 (1) 12917795,29 64588976,5 199,43 39886,01 
39445,93 
 
5 T2 (2) 11789142,84 58945714,2 182,02 40044,22  
6 T2 (3) 16588192,58 82940962,9 256,05 38407,57  
7 A21 (1) 11925688,67 59628443,4 184,13 36825,11 
28125,74 
 
8 A21 (2) 4273824,23 21369121,2 66,09 13217,21  
9 A21 (3) 11118547,58 55592737,9 171,67 34334,88  
10 A22 (1) 10803850,79 54019254 166,82 33363,96 
31027,60 
 
11 A22 (2) 6755145,87 33775729,4 104,36 20872,70  
12 A22 (3) 12580749,35 62903746,8 194,23 38846,14  
13 A23 (1) 11854433,15 59272165,8 183,03 36605,27 
37737,57 
 
14 A23 (2) 12549886,15 62749430,8 193,75 38750,92  
15 A23 (3) 12259994,28 61299971,4 189,28 37856,53  
16 B21 (1) 7765488,05 38827440,3 119,95 35984,79 
32078,92 
 
17 B21 (2) 6016859,97 30084299,9 92,97 27892,36  
18 B21 (3) 10478311,91 52391559,6 161,80 32359,60  
19 B22 (1) 12460408,34 62302041,7 192,37 38474,86 
32260,84 
 
20 B22 (2) 3157217,86 15786089,3 48,86 19544,40  
21 B22 (3) 12553886,34 62769431,7 193,82 38763,26  
22 B23 (1) 8416925,78 42084628,9 130,00 25999,71 
32502,27 
 
23 B23 (2) 11228674,99 56143375 173,37 34674,65  
24 B23 (3) 11928069,37 59640346,9 184,16 36832,46  
Nota: Tabla de las muestras con tratamiento de concentración de 40000 ppm donde se determina 
la concentración de cada muestra en mg/kg y el promedio de cada repetición, además estas muestras para 
una mejor lectura con el cromatógrafo de gases se procedieron a hacer unas disoluciones con un factor de 
dilución de 5. Fuente (Los Autores, 2020). 
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De las tablas 12 y 13 correspondientes a los resultados de las concentraciones, tanto de 
10000 ppm y 40000 ppm respectivamente, se establece que: Según Ministerio de Hidrocarburos  
(2010) determina límites permisibles tanto de uso agrícola < 2500 mg/kg, industrial < 4000 mg/kg 
y ecosistemas sensibles < 1000 mg/kg, que ocupó el límite de uso industrial ya que las 
concentraciones se mantienen bajo los 4000 mg/kg. En la tabla 12 el B. pumilus no se entra en el 
límite y gracias a esto podemos señalar que la técnica de biodegradación puede tener un gran aporte 
en la degradación de TPH. 
5.4. Análisis Estadístico  
Se realizó un ANOVA (Análisis de la varianza) en un arreglo factorial 32  dividida en 
DCA,  obteniendo como resultado las siguientes tablas. 
Tabla 14 
Coeficiente de variación  
Variable               N          R²         R² Aj               CV 
% REMOCIÓN  18       0.96          0.94           24.32 
 
Se obtuvo un coeficiente de variación de un 24,32% es decir que el 75,68% de los 
resultados depende de los tratamientos y el resto depende del efecto del ambiente o del azar. 
Tabla 15 





Observando la tabla número 15 de análisis de la varianza se determina que existe alta 
significancia estadística entre los factores de concentraciones y microorganismos además se 
obtuvo un p–valor de 0,0001 que es menor que 0,05 de significancia, se puede afirmar que la 
interacción entre la concentración y los microorganismos afecta de forma diferenciada el 
porcentaje de remoción de TPH.  
Estos resultados según Hadibarata, Tachibana, y Itoh (2007) evidencia que el 
Trichoderma sp reduce las concentraciones de hidrocarburos en más de un 46% y según Romero, 
Salvioli, Cazau, y Arambarri (2002) disminuyo hasta un 84% de diesel por Trichoderma sp, 
mientras que Hernandez (2019) menciona que el Bacillus pumilus puede llegar a una 
biodegradación de un 51% ya que se evidencia en la versatilidad y adaptabilidad en hidrocarburos 
de petróleo en condiciones extremas. Esto determina una diferencia en cuanto a las 
concentraciones que se realiza y los microorganismos que se dispone en cada tratamiento del 
ensayo. 
Tabla 16 
Agrupación de información mediante el método Tukey con un 95% de confianza .  
Comparación de tratamientos 
 
Al realizar una prueba de tukey con una significancia del 5% las combinaciones que 
proporcionan el mejor resultado para la remoción de TPH fueron: con Trichoderma sp y Bacillus 
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pumilus a una concentración de 10000 ppm, pero por ocupar el primer lugar es mejor con 
Trichoderma sp. como se puede observar en la ilustración 12.  
Figura 12  
Diagrama de barra de los porcentajes de remoción de TPH de los diferentes 
tratamientos 
 
Nota: Fuente (Los Autores, 2020). 
 
Al poder determinar el porcentaje de remoción se obtiene como resultado que el 
tratamiento de 10000 ppm con Trichoderma sp. tiene un porcentaje de remoción con un 65,15% y 
el B. pumilus con un porcentaje de 50,68% como se observa en la tabla 17, esto se debe que fue 
expuesto a una baja concentración de hidrocarburo (Diésel). 
Según Argumendo, Alarcon, Ferrera y Peña (2009) el Trichoderma sp. demuestra ser eficaz 
para biodegradación ya que degradan compuestos saturados y aromáticos de hidrocarburos, 
también tiene una considerable degradación de hidrocarburos de más de 4 anillos. 
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Según Castro y Rivillas (2012) menciona que el Trichoderma sp. es un hongo con ciertas 
características de alta reproducción en diferentes ambientes, que elige el hidrocarburo como fuente 
de alimentación (carbono) para su crecimiento, esto gracias a su alta esporulación permite una 
reproducción rápida en suelos contaminados por hidrocarburos totales de petróleo. 
Tabla 17 






Ci 10000   10000 0,00% 
Testigo 1 10000 0,04% 
Trichoderma sp. 
A11 10000 68,97% 
A12 10000 67,87% 
A13 10000 58,61% 
TOTAL 65,15% 
B. pumilus 
B11 10000 56,51% 
B12 10000 52,13% 
B13 10000 43,41% 
TOTAL 50,68% 
 
Para los tratamientos con 40000 ppm se obtuvieron los siguientes resultados: el B. pumilus 
con un porcentaje de 18,87% y el Trichoderma sp. con un porcentaje de 18,63% como muestra la 
tabla 18, esto se debe a que el B. pumilus fue sometido a una alta concentración de hidrocarburo y 
gracias a esto se adhirió con gran facilidad al sitio, mientras que el Trichoderma sp. no permite 
una degradación con facilidad en concentraciones mayor de 10000 ppm ya que su reproducción es 
lenta. 
Según Annweiller y otros (2000) determina que el género Bacillus tiene una gran 
importancia en la biodegradación de suelos contaminados con TPH, debido a la resistencia de 
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situaciones extremas y a la capacidad de generar esporas, también Brill (1980) menciona que el B. 
pumilus puede tolerar concentraciones altas de hidrocarburo en el sitio de crecimiento, ya que 
colocan como su fuente de alimentación el carbono y sus derivados como: el naftaleno, pireno y 
fenantreno.    
Tabla 18 
Porcentaje de remoción de los tratamientos con concentración 40000 ppm  




Ci 10000   40000 0,00% 
Testigo 1 40000 0,06% 
Trichoderma sp 
A21 40000 29,14% 
A22 40000 21,83% 
A23 40000 4,93% 
TOTAL 18,63% 
B. pumilus 
B21 40000 19,18% 
B22 40000 18,72% 









6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
6.1. Conclusiones 
• Se comprobó que el tratamiento con mejor resultado de remoción de TPH  es a 
una concentración de 10000 ppm de diésel y utilizando Trichoderma sp. 
• Se evidenció que el sistema de biopila a escala de laboratorio es una alternativa de 
fácil construcción debido a la disponibilidad de acceso permite realizar 
mediciones discretas de pH y temperatura, así como la adición y manejabilidad 
del Trichoderma sp. y Bacillus pumilus. 
• Se determinó que en suelos contaminados a una concentración de 10000 y 40000 
ppm de diésel utilizando tanto Trichoderma sp. y Bacillus pumilus presentó una 
biodegradación de TPH.  
• Se evidenció que para una concentración de 10000 ppm los porcentajes de 
remoción fueron: con Trichoderma sp. del 65,15% y con Bacillus pumilus del 
50,68%. En cambio, para una  concentración de 40000 ppm, fueron: con 
Trichoderma sp. del 18,63% y con Bacillus pumilus del 18,67%.  
6.2. Recomendaciones 
• Se puede añadir nutrientes cada cierto tiempo con el propósito de un adecuado 
crecimiento de los microorganismos y así poder tener una remediación más eficaz, 
se debe tener una relación de: C: N: P: K 100:15:1:1.  
• Cumplir con todos los términos que menciona la EPA3540C SOXHLET 
EXTRACTION, en la sección de concentración de viales a 2ml, con la finalidad 
de no tener fallos en la lectura de los cromatogramas. 
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• Para una investigación más compleja también se puede, determinar que carbón 
específicamente de la cadena de carbonos se alimenta cada microorganismo con 
uso de estándares. 
• Para una investigación más completa, se puede incluir o añadir un ensayo de 
cinética microbiana con el fin de monitorear el crecimiento de microorganismos y 
cual se desarrolla con más rapidez. 
• En base a los costos, se recomienda utilizar Trichoderma sp. porque los precio en 
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8.1. Anexos A  Materiales y Metodología   




Toma y transporte de la muestra de suelo para el respectivo tratamiento del ensayo. 








8.1.2. Anexo A2 Tamizado de Muestra 
 
 
Separación de todo residuo de la muestra de suelo por el tamiz de 4mm. Elaborado por: (Los 
Autores, 2020). 






















Determinación de Porcentaje de peso húmedo y de materia orgánica. Elaborado por: 
(Los Autores, 2020). 



















Desinfección y adecuación del sitio para la experimentación. Elaborado por: (Los Autores, 2020) 









Homogenización del suelo y diésel con las cantidades correspondientes. Elaborado por: 

































































Extracción, destilación y colocación de la muestra del ensayo en viales para las lecturas 
en el cromatógrafo de gases. Elaborado por: (Los Autores, 2020). 
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8.1.11. Anexo A11 Cuantificación de TPH  
 
Solución stock y estándares de concentraciones de 2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 25mg/ml 
y de 50mg/ml para la realización de la cuerva de calibración Elaborado por: (Los Autores, 2020). 
 
Software utilizado para la lectura y programación de las condiciones de trabajo en el 




8.2. Anexos B Resultados  
8.2.1. Anexo B1 Reportes Cromatográficos de Estándares  
 




Reporte cromatográfico del estándar de 5mg/ml. 
 




Reporte cromatográfico del estándar de 25mg/ml. 
 
Reporte cromatográfico del estándar de 50mg/ml. 
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8.2.2. Anexo B2 Reportes Cromatográficos de los Tratamientos 
 




Reporte cromatográfico de la muestra T1 (1). 




Reporte cromatográfico de la muestra A12 (1). 
 




Reporte cromatográfico de la muestra B11 (3). 




Reporte cromatográfico de la muestra B13 (1). 
 




Reporte cromatográfico de la muestra T2 (2). 
 




Reporte cromatográfico de la muestra A22 (2). 
 




Reporte cromatográfico de la muestra B21 (2). 
 




Reporte cromatográfico de la muestra B23 (1). 
 
 
 
 
  
 
